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Guided Tissue Regeneration（GTR）法（Christgau et al. 2002、Stoller et al. 2001）や
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エナメルタンパクを主成分とするブタ幼若歯胚抽出物を局所投与することによ





basic-fibroblast growth factor（Takayama et al. 2002、Murakami et al 2003）、bone 
morphogenetic protein-2 （BMP-2）（Selvig et al. 2002、Blumenthal et al. 2002、Wikesjö 
et al. 2003）、platelet-derived growth factor （Camero et al. 2003、Nevins et al. 2003）、














性幹細胞（embryonic stem cells：ES 細胞）（Thomson et al. 1998）、組織幹細胞、
人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells：iPS 細胞）（Takahashi and 
Yamanaka 2006、Takahashi et al. 2007）が挙げられる。ES 細胞を作製するために








 これまでの基礎研究で、骨髄由来の MSCs をアテロコラーゲンゲルと混和して
ビーグル犬の実験的歯周組織欠損に自家移植したところ、MSCs 移植群は移植後
4 週目で対照のアテロコラーゲン群と比較してセメント質、歯槽骨再生が有意に
促進した（Kawaguchi et al. 2004）。また、green fluorescent protein（GFP）を遺伝
子導入した MSCs を移植したところ、移植後 4 週目において再生された歯周組
織の構成細胞、すなわちセメント芽細胞、骨芽細胞、骨細胞、歯周靭帯中の線
維芽細胞が GFP 陽性を示した。この結果から、移植部位局所で MSCs が増殖・





に骨再生を促すために、β リン酸三カルシウム（β-TCP）を併用して MSCs 移植
したところ、移植後 4 週目から十分な新生骨の形成が得られたが、移植 8 週以
降において、生体内で代謝されずに残存する β-TCP や骨や歯根のアンキローシ




 そこで、これまでに私たちの研究室では MSCs と自己産生された細胞外基質か
らなる細胞集塊、Clumps of MSCs/ECM complex（C-MSC）、を作製した。C-MSC
は直径 1 mm 程度の細胞外基質に内包された細胞集塊であり、酵素処理によって
細胞を培養皿から剥離する必要がなく、人工の足場材料を用いる必要もなく、
その大きさと形状から良好な操作性を有し組織欠損部に直接移植することがで
きる。さらに C-MSC は ex vivo で骨分化誘導をかけることが可能で、従来の MSCs
移植より効率的に骨再生を誘導できることを報告した（Kittaka et al. 2015）。 
 一方、高齢者や骨髄関連疾患を有する患者からは十分な MSCs を採取できない
ため、上述してきた再生医療を適用できない可能性がある。このような症例に




疫制御能を発揮するという報告が数多くなされている（Sharma RR et al. 2014、 
Wang et al. 2014）。特に IFN-γで刺激された MSCs は免疫調節性酵素インドール
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アミン 2、3 ジオキシゲナーゼ（IDO）を高発現し、活性化 T 細胞や樹状細胞の
抑制、また制御性 T 細胞を誘導することが数多く報告されている（Krampera et al. 
2006）。近年、上述の移植拒絶のリスクを減弱させるため IFN-γ 前処理すること






第二章 IFN-γ刺激したヒト C-MSC の免疫調節能の検討 
   
第一節 IFN-γ刺激したヒト C-MSC の免疫調節性酵素 IDO 発現の検討 
     
1. 概 要 
 これまでに平面培養された MSCs は、IFN-γ刺激を受けることで IDO を高発現
し、免疫調節性に作用することが多数報告されている。しかし C-MSC は三次元
で球状という立体的な環境で培養されるため、細胞機能発現に影響を与える可
能性が考えられる。そこで IFN-γ刺激したヒト C-MSC の IDO 発現レベルを、
Real-time Polymerase Chain Reaction（PCR）法、Western blotting 法によって検討
し、さらにその IDO 活性を計測した。 
     
2. 材料と方法 
1) ヒト骨髄間葉系幹細胞（hMSCs）の培養法 
 細胞は理研（東京）から提供されたヒト腸骨由来の MSCs を使用した。培養は、
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）（Sigma、Steinheim、Germany）に
10% fetal bovine serum（Hyclone、Logan、UT）、100 U/ml penicillin（Sigma）、100 
g/ml streptomycin（Sigma）、500 ng/ml amphotericin B（Invitrogen、Carlsbad、CA） 
を添加したものを使用し、10 cm シャーレ（Corning、Corning、NY）上で、37℃、




2) 細胞集塊 C-MSC の作製法 
 MSCs に ECM を産生させ、MSCs/ECM 複合体を形成するために、24well プレ
ートに 2×105 cells /well となるように MSCs を播種し、標準培地（Hi glucose 
DMEM+ 10% FBS）に 50 μg/ml のアスコルビン酸を添加したもので 4 日間培養し
た。その後、ウェルから MSCs/ECM 複合体を鈍的に剥離し、さらに標準培地に
て球状になるまで 3 日間培養することで得られた MSCs/ECM 複合体を細胞集塊
C-MSC とした。 
     
3) Real-time PCR 法 
 C-MSC を DMEM のみで 2 回洗浄した後、無血清培地に変更した。IFN-γ 
（Peprotech、Rockey Hill、NJ : 10 ng/ml）を 3、6、12、24 時間もしくは IFN-γ（0、
10、50、100 ng/ml）を培養終了 24 時間前から刺激した。培養終了後、PBS で
C-MSC を 2 回洗浄し、ホモジナイザー（トミー精工、東京）で粉砕（28 kHz、5
秒間）後、RNA iso plus（タカラバイオ、大津）を用いて総 RNA を抽出した。
RNA 濃度は分光光度計（260 nm、280 nm）で測定し算出した。cDNA は Rever Tra 
Ace（東洋紡、大阪）を用いて 1.0 μg の総 RNA から逆転写・合成し、Real-time PCR
システム STEP ONE PLUS-D 式（アプライドバイオシステム、Foster CITY、CA）
を用いてリアルタイムでモニタリングし、mRNA 発現を定量的に解析した。IDO
の mRNA 発現は、housekeeping gene である Gyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase（GAPDH）の mRNA 発現に対する比で表した。反応には表 1 に示
すプライマーを用いて、94℃、20 秒間、62℃で 1 分間の反応を 40 サイクル（PCR）
で行った。   
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4) Western blotting 法 
 C-MSC を DMEM のみで 2 回洗浄した後、無血清培地に変更した。IFN-γ（0、
10、50、100 ng/ml）を培養終了 24 時間前から刺激した。培養終了後、細胞を 1xPBS
で 3 回洗浄した後 RIPA（Radio-Immunoprecipitation Assay）lysis buffer（Pierce、
Waltham、MA）で、細胞溶解液の回収を行った。回収したサンプルはホモジナ
イザー（トミー精工、東京）で粉砕（28kHz、5 秒間）した後、2-メルカプトエ
タノールと LDS（Lithium Dodecyl Sulfate）sample buffer（Invitrogen、Buffalo、




有 Tris-bufferd saline（TBS）-Tween（TBS-t）で常温、1 時間ブロッキングした。
次に can get signal solution 1（東洋紡、大阪）で希釈した rabbit anti-human IDO 
antibody（1:2500、Abcam、Boston、MA）、mouse anti-human β-actin antibody（1:10000、
SIGMA）を 4℃で一昼夜反応させた。その後メンブレンを TBS-t で洗浄し、
horse-radish peroxidase（HRP）-conjugated secondary antibody（Anti-moue IgG、
HRP-linked Antibody、Peprotech）含有 can get signal solution2（東洋紡）を加え常






5) IDO activity assay 
 C-MSC を DMEM のみで 2 回洗浄した後、無血清培地に変更した。IFN-γ（0、
10、50、100 ng/ml）を培養終了 24 時間前から刺激した。培養上清を回収しキヌ
レニンの産生量を調べることで、IDO の活性を計測した。すなわち、回収した
培養上清 100 μl に 50 μl の 30% TCA（Trichloroacetic acid）（Sigma）を加え、室







 Student の t 検定を用いて対照群との比較検定を行った。 
 
3. 結 果 
 Real-time PCR 解析では、IFN-γ（10 ng/ml）で刺激した C-MSC の IDO mRNA 発
現レベルは、時間依存的に上昇していた（図 1A.）。また、IFN-γ（10、50、100 ng/ml）
で 24 時間刺激した C-MSC の IDO mRNA 発現レベルは、無刺激群と比較して濃
度依存的に上昇していた（図 1B.）。同様に、IFN-γ刺激が C-MSC の IDO タンパ
ク発現を明らかに増加させた（図 2A.）。さらに IFN-γ刺激した C-MSC の培養上
清中に、IDO の代謝産物であるキヌレニン量が増加していた（図 2B.）。 
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第二節 ヒト C-MSCγ の T 細胞活性に対する影響の検討 
     
1. 概 要  





1) PBMC と C-MSCγ の共培養 
 共培養にはポアサイズ 0.5 μm の Transwell® （Corning）を用いた。健常人から




で PBMC を得た。RPMI1640 で 1×10６ cells /well となるように調整された PBMC
を、マウス抗ヒト CD3 抗体（5 μg/ml: BD PharmingenTM）でコートした Transwell®
の下皿に播種し、さらにマウス抗ヒト CD28 抗体（2 μg/ml: BD PharmingenTM）
を加えることで CD3/CD28 増殖刺激を行った。上皿には、IFN-γ（0、10、50、
100 ng/ml）で 24 時間前処理した C-MSC（以下各濃度で前処理されたものを
C-MSCγ（10、50、100）と表記）を置き 72 時間共培養を行った（図 3）。また IDO




 C-MSCγと共培養後、下皿のCD3/CD28増殖刺激をされた PBMCに BrdU（10 μM） 
（Roche、Basel、Switzerland ; Cell proliferation ELISA、BrdU）を添加し更に 24




3. 結 果 
 CD3/CD28 抗体で刺激された PBMC の BrdU 取り込み量は、C-MSCγ（50、100） 
共培養群において、有意に抑制された。さらに IDO インヒビターである 1-MT
添加が、その C-MSCγ（50、100）共培養群による PBMC 増殖抑制効果を阻害し
た。通常の C-MSC 共培養群は、PBMC の BrdU 取り込み量に影響を与えなかっ
た（図 4）。 
 
第三節 考 察  
 
 これまでに IFN-γ刺激された平面培養 MSCs（MSCs-γ）が免疫調節性酵素 IDO
を発現することが報告されている（Krampera. et al. 2006）。IDO はトリプトファ
ンをキヌレニンに代謝する律速酵素であり、T 細胞の活性化に不可欠である必須
アミノ酸のトリプトファンを枯渇させることによって、T 細胞の活性を抑制する 
（Maes et al. 2012）。本研究では、MSCs と自身が産生した細胞外基質からなる細
胞集塊である C-MSC における、IFN-γ 刺激時の IDO 発現について mRNA レベ
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ル、タンパクレベル、IDO の活性を確認することで検討した。mRNA 発現レベ
ル、タンパク発現レベルにおいても、IDO は無刺激群と比較し IFN-γ 刺激群で
高発現していた。さらにTranswell®を用いた共培養の結果、IFN-γ刺激したC-MSC、 
すなわち C-MSCγ が CD3/CD28 刺激による T 細胞増殖活性を、IDO を介して抑
制する可能性が示唆された。このことは、IFN-γ 刺激 MSCs（MSCs-γ）が IDO
を介して T 細胞の活性化を抑制するという報告と一致する。一方、本研究では
C-MSC の形態の点から PBMC との接触共培養は行わなかった。しかし、MSCs-γ
は IDO 以外に PD-L1（Augello et al. 2005、Sheng et al. 2008、Luz-Crawford et al. 2012）
を介したダイレクトコンタクトによって T 細胞活性抑制を行うことが知られて
いる。C-MSCγ も実際の移植組織中でダイレクトコンタクトによる T 細胞抑制
を行う可能性がある。一方、通常状態の MSCs もある程度の免疫制御能を発揮
するという報告がある（Le Blanc et al. 2007）が、それと異なり、本研究では C-MSC











第三章 IFN-γ刺激したヒト C-MSC の骨関連タンパク mRNA 発現の検討 
 
第一節 ヒト C-MSCγ の骨関連タンパク mRNA 発現の検討 
 
1. 概 要 




2. 材料と方法  
1) C-MSC の作成法 
 C-MSC は第二章第一節に記載した方法で作製した。 
 
2) Real-time PCR 法 
 C-MSC を DMEM のみで 2 回洗浄した後、無血清培地に変更し、IFN-γ（0、10、
50、100 ng/ml）で培養終了 24 時間前から刺激した。第 2 章 1 節 4）で記載した
方法で Osteopontin（OPN）、Osteocalcin（OCN）、Alkaline Phosphatase（ALP）、
BMP-2 の mRNA 発現を解析した。mRNA 発現は housekeeping gene である Gycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の mRNA 発現に対する比で表し
た。PCR には表 1 に示すプライマーを用いて、94℃、20 秒間、62℃で 1 分間の
反応を 40 サイクル（PCR）で行った。 
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3. 結 果 
 IFN-γ（0、10、50、100 ng/ml）で 24 時間刺激した C-MSC の OPN mRNA 発現
レベルは、無刺激群と比較し濃度依存的に減少していた（図 5A.）。また OCN 
mRNA 発現レベルは、無刺激群と比較して、高濃度である IFN-γ（100 ng/ml）刺
激時のみにおいて減少していた（図 5B.）。一方、ALP、BMP-2 mRNA 発現レベ
ルは無刺激群と比較して有意な差は認められなかった（図 5C.および図 5D.）。 
 
第二節 考 察  
 
 本実験では、IFN-γ刺激が骨関連タンパク質 mRNA 発現レベルにおよぼす影響
を検討した。これまでに MSCs を高濃度 IFN-γ（50 ng/ml 以上）で刺激すること
で、細胞死を誘導する Fas の分子発現を上昇させ、細胞死を抑制する TNFR2 や
XIAP などの発現を減少させることが報告されている（Liu et al. 2011）。また骨形
成に関しては、その促進因子である Runx2 を減少させ、阻害因子である Smad 6
を増加させることで、MSCs の石灰化能を減弱させるという事実がある（Liu et al. 
2011）。本研究では、骨関連タンパク質 mRNA として、骨芽細胞分化前期・中期
マーカーである ALP、OPN、BMP-2 を、分化後期マーカーとして OCN を調べ
た。その結果から、Liu らの報告と類似して、高濃度 IFN-γ（100 ng/ml）で刺激










1. 概 要 




2. 材料と方法      
1) ヒト C-MSCγの作製 
 第一章と同様の方法で C-MSC を作製 （第一章の項参照）し、IFN-γにて 24 時
間刺激したものを移植体とした（C-MSCγ移植群）。 
 
2) マウス頭蓋骨小規模欠損の作製とヒト C-MSCγ移植 
 実験には、雄の C57/BL6 マウス（6 週齢、14-19 g、広島実験動物研究所、広島）
を 20 匹用いた。動物実験は広島大学自然科学研究支援開発センター生命科学研
究支援分野・ライフサイエンス教育研究支援部動物実験施設に基づいて行った。
移植は、ネンブタール®（3 mg/100 g body weight）の腹腔内投与による全身麻酔
下で行った。頭頂部に 2 %キシロカインにて局所麻酔を施した後に、12 番のメ
スで皮膚を切開し、骨膜ごと剥離し、頭蓋骨を明示した。ラウンドバーにて注
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水下で骨を切削し、直径 1.6 mm の骨欠損を作製、移植床とした（図 6A.）。骨欠
損に対して C-MSCγ を一つ（C-MSCγ移植群）、あるいは前処理をしていない
C-MSC（C-MSC 移植群）を移植し（図 6B.）、4-0 絹糸で縫合した。なお、骨欠
損に何も移植しなかった群を Mock 群とした。 
 
3) 組織学的観察 
 細胞移植後 4 週でマウスを屠殺。頭蓋骨を回収後 4 %パラホルムアルデヒド溶


























1) ヒト C-MSCγの作製 
 第一章と同様の方法で C-MSC を作製（第一章の項参照）し、IFN-γで 24 時間
刺激したものを移植体とした（C-MSCγ群）。 
 
2) マウス頭蓋骨大規模欠損の作製とヒト C-MSCγ移植 
 第一節と同様の方法でマウス頭蓋骨を明示した。トレフィンバーにて注水下で
直径 4.0 mm の骨欠損を作製、移植床とした（図 8A.）。骨欠損に対して C-MSCγ
を 16 個（C-MSCγ移植群）、あるいは前処理をしていない C-MSC を移植（C-MSC
移植群）し（図 8B.）、4-0 絹糸で縫合した。なお、骨欠損に何も移植しなかった




3)  micro CT 解析法 







 第一節と同様の方法でパラフィン切片を作製し HE 染色を施した後に観察し、
同時にデジタル画像をコンピューター（DS-L3、NIKON）に取り込んだ。 
 
3. 結 果 




合組織も認められた（図 10D.）。また三次元の CT 画像解析においても、HE 染
色像と同様に C-MSCγ（10、50）移植群は Mock 群および C-MSC 移植群（図 9A.
および図 9B.）と比較し広い範囲で骨再生が認められた（図 9C.および図 9D.）。
また再生した骨面積においても C-MSCγ（10、50）移植群は C-MSC 移植群と比
較して約 2 倍量の値を示した（図 9F.）。一方、C-MSCγ（100）移植群では Mock
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群およびC-MSC移植群と同様に再生骨は既存骨表面の狭い範囲に限局していた
（図 9. E）。 
 
第三節 ヒト C-MSCγ 移植における炎症性細胞浸潤および T 細胞分布の検討 
 
1. 概 要 
 第四章第一節、二節にて、異種 C-MSCγ 移植は骨再生促進効果を示した。その
メカニズムを検討するために、移植早期における炎症性細胞浸潤および T 細胞




1) ヒト C-MSCγの作製 
 第四章第一節と同様の方法で C-MSCγを作製し移植体とした。 
 
2) マウス頭蓋骨小規模欠損の作製とヒト C-MSCγ異種移植 








 免疫組織化学染色は、パラフィン切片を 60℃、30 分間インキュベートするこ
とで抗原を賦活化させ、脱パラフィン後 0.1% Triton X 100（Sigma）処理を 10
分間行い、切片を PBS で洗浄後、1%ウシ血清アルブミン溶液を用いてブロッキ
ングし、PBS で洗浄後、一次抗体を切片に反応させた。一次抗体として、抗 CD3
ウサギポリクローナル抗体（abcam®、0.2 mg/ml）を 4℃で 8 時間反応させた。
反応終了後、切片を PBS で洗浄し、二次抗体として Alexa Fluor ® 488 conjugated 
抗ウサギ IgG 抗体（Invitrogen、1:100）を室温で 4 時間反応させた。反応終了後、
切片を PBS で洗浄し、DAPI fluoromount-G ®（southern Biotech、CA）で封入し
た。骨欠損部位中の CD3 陽性細胞は、Zeiss LSM 510 laser scanning confocal 
microscope（Zeiss Microimaging、Inc.）を用いて観察した。 
 
3. 結 果 
 移植一週間後の HE 染色像から、C-MSC 移植群では Mock 群と比較し、C-MSC
を移植したと考えられる部位に大量の炎症性細胞が浸潤した（図 12）。一方、
C-MSCγ（10、50、100）移植群では、そのような炎症性細胞浸潤はわずかであ
った（図 13、14、15）。さらに、C-MSCγ移植群（図 13、14、15）において Mock
群（図 11）および C-MSC 移植群（図 12）と比較し著明な骨膜の再生が認めら
れた。 
 CD3 の免疫染色像では Mock 群（図 16）と比較して、C-MSC 移植群では移植
をしたと考えられる部位へ多量の CD3 陽性細胞の浸潤を認めた（図 17）。一方、
C-MSCγ（10、100）移植群においては CD3 陽性細胞の浸潤はわずかであり（図
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18、20）、さらに C-MSCγ（50）移植群では CD3 陽性細胞の浸潤はほとんどなか
った（図 19）。 
 














た IDO によるものと考えられる。この IDO は免疫調節能のみならず、組織修復
の過程において重要な役割を担う M2 マクロファージを誘導することも知られ




の反応であると考えられる。すなわち、IDO が修復性 M2 マクロファージを誘
導することによって、組織再生促進に有効に働いたと考えられる。今後、この
ような組織修復のプロセスを調べることで、その詳細なメカニズムを明らかに
することが必要である。また C-MSCγ移植では T 細胞の活性を抑制し、異種移
植拒絶反応を抑制したため、骨再生が効果的に行われた可能性が示唆された。 
 異種 C-MSCγ移植は直径 1.6 mm の小規模欠損は確実に再生させたのに対し、
直径 4 mm の欠損は、約半分の再生にとどまり C-MSCγ 移植でも直径 4 mm 欠損
が経時的なクリティカルと考えられる。観察期間は 12 週としたが、マイクロ




高濃度の IFN-γ刺激（50 ng/ml 以上）が MSCs の石灰化能を低下させるという










第五章 総 括 
 
 他家細胞移植療法の確立を目指し、ex vivo にて IFN-γ前処理することで免疫調
節性酵素 IDO を高発現する C-MSCγを樹立し、その異種移植骨再生効果を検討
した。すなわち、in vitro において、C-MSCγ の IDO 発現量、T 細胞増殖抑制能、
石灰化能を検討し、マウス頭蓋骨欠損モデルに対する異種 C-MSCγ 移植の骨再
生能・免疫制御能を調べ、以下の結果を得た。 
1）C-MSCγは IDO を mRNA レベル、タンパクレベルで高発現しており、高い
IDO 活性を有することが示された。 
2）C-MSCγと CD3/CD28 増殖刺激した PBMC を、非接触共培養することによっ
て、C-MSCγが T 細胞の活性を非接触的に抑制することが示された。 
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図 1.  IFN-γ 刺激が C-MSC の IDO mRNA 発現に及ぼす影響 
A）IFN-γ（10 ng/ml）刺激 0、3、6、12、24h 後の C-MSC の IDO mRNA 量を Real-time 
PCR 法によって測定した。GAPDH に対する発現の比で表した。 
B）IFN-γ（0、10、50、100 ng/ml）刺激 24h 後の C-MSC の IDO mRNA 量を Real-time 











図 2.  IFN-γ 刺激が C-MSC の IDO 発現に及ぼす影響 
IFN-γ（0、10、50、100 ng/ml）刺激 24 時間後に 
A）C-MSC の細胞溶解液を回収し、Western Blotting 法によって IDO タンパク発
現量を検討した。 












図 3.  PBMC と C-MSCγ の共培養 
 Transwell®を用いてC-MSCγとCD3/CD28増殖刺激されたPBMCを共培養した。
抗 CD3 抗体でコートされた下皿に PBMC を、上皿に C-MSCγを培養し、メンブ








図 4.  CD3/CD28 増殖刺激された PBMC への C-MSCγ による細胞増殖に対   
する影響  
 C-MSCγと共培養後、下皿のCD3/CD28増殖刺激をした PBMC にBrdU（10 μM）
を添加し更に 24 時間培養した。培養終了後、細胞の固定、DNA の変性を行い、
抗 BrdU 抗体を加え、発色基質液を作用させ、370 nm の波長の吸光度を測定す












図 5.  IFN-γ 刺激が C-MSC の骨関連タンパク mRNA 発現に及ぼす影響 
 IFN-γ（0、10、50、100 ng/ml）24 時間後に、総 RNA を回収し、OPN（A）、 









表 1  Real-time PCR に用いたプライマーの塩基配列 



















図 6. マウス頭蓋骨小規模骨欠損の作製と移植体の移植 






















図 8. マウス頭蓋骨大規模骨欠損の作製と移植体の移植 
A）マウス頭蓋骨に直径 4.0 mm のトレフィンバーにて作製した骨欠損 








図 9. 移植後 12 週のマウス頭蓋骨再生量のマイクロ CT 解析 













図 10. 移植後 12 週のマウス頭蓋骨大規模骨欠損部の 







    
     
 48
        
   図 11. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の 
     HE 染色像:Mock 群 
A）HE 染色の弱拡大像（×40） 
B）a の拡大像（×200） 





      図 12. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の 
     HE 染色像: C-MSC 移植群 
A）HE 染色の弱拡大像（×40） 
B）a の拡大像（×200） 




 図 13. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の 
      HE 染色像: C-MSCγ（10）移植群 
A）HE 染色の弱拡大像（×40） 
B）a の拡大像（×200） 





        図 14. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の 
      HE 染色像: C-MSCγ（50）移植群 
A）HE 染色の弱拡大像（×40） 
B）a の拡大像（×200） 
C）b の拡大像（×400）  
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     図 15. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の 
      HE 染色像: C-MSCγ（100）移植群 
A）HE 染色の弱拡大像（×40） 
B）a の拡大像（×200） 




    
  図 16. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の免疫染色像: 
 Mock 群 a の免疫染色像; A）Green: CD3  B）Blue: 核  C）Merge 
D）HE 染色像 E）b の強拡大像。三角は CD3 陽性細胞を示す。 
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 図 17. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の免疫染色像: 
C-MSC 移植群 a の免疫染色像; A）Green: CD3  B）Blue: 核  C）Merge 




図 18. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の免疫染色像: 
C-MSCγ（10）移植群 a の免疫染色像; A）Green: CD3  B）Blue: 核  C）Merge 





図 19. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の免疫染色像: 
C-MSCγ（50）移植群 a の免疫染色像; A）Green: CD3  B）Blue: 核  C）Merge 




図 20. 移植後 1 週のマウス頭蓋骨欠損部の免疫染色像: 
C-MSCγ（100）移植群 a の免疫染色像; A）Green: CD3  B）Blue: 核  C）Merge 
D）HE 染色像 E）b の強拡大像。三角は CD3 陽性細胞を示す。 
 
